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Abstract (Basic) : WO 8906538 A 

Prodn. of therapeutic compsns . from non-haemolysed defibrinated 
mammalian blood is effected by (a) hydrolysing the blood with activated 
papain at pH 6.5-7.4, (b) stopping the reaction by cooling, (c) 
removing papain and other proteins by ultrafiltration with a mol. wt. 
cut-off of 10,000, (d) concentrating the permeate to 1/25-1/35 of the 
vol. of blood, and (e) adding an alcohol, allowing to stand at low 
temp, for at least 24 hrs . , and filtering. 

USE - Compsns. are useful for promoting wound healing and for 
treating geriatric disorders, esp. for improving cerebral and 
peripheral arterial blood flow. They promote respiration of liver cells 
without activating tumour cells. 
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(S^rle- PROCESS FOR PRODUCING A THERAPEUTICALLY ACTIVE INGREDIENT, ^ P^TICULAR 
(£**) FOR CICATRIZATION OR FOR TREATMENT IN GERIATRY, AND A THERAPEUTIC PREPARA- 

TION CONTAINING SAID ACTIVE INGREDIENT 

(SJ Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINES THERAPEUTISCH AXTIVEN, INSMSONDERE 
(»)Ue*ei g. ZUR WUNDHEILUNG ODER ZUR BEHANDLUNG IN DER GERIATRIE VERWENDBAREN 

WIRKSTOFFES UND EIN EINEN SOLCHEN WIRKSTOFF ENTHALTENDES THERAPEUTI- 

SCHES PRAPARAT 

(57) Abstract 

Iiraiprocess for producing a therapeutically active ingredient, in particular for cicatrization or treatment of cerebro- 
vaseulaxiihsufRciency, defibrinated blood of young bovines or calves is subjected to enzymatic papain hydrolysis at a pH 
o»«0-7tt The reaction is stopped with cold water and ultrafiltration up to 10 000 D is earned out The filtrate is concen- 
trated; miked with alcohol, allowed to stand for at least 24 h and then filtered. The preparations obtained possess appreci- 
ably^ improved cicatrizing and geriatric activities. 

(57))Zusammenfassung 

Em Verfafaren zur Herstellung ernes therapeutisch aktiven Wirkstoffes der insbesondere zur Wundheil ™g°gj» r 
BeHandlung cerebralvaskularer Insuffizienz verwendbar ist, verwendet das defibnmerte Blut junger Rinder oder Kalber, 
das^einerenzvmatischen Panainhydrolyse bei einem pH-Wert von 6,5 bis 7,4 unterworfen wird. Die Reaknon wird mit kal- 
SCSS uEdann eine Ultrafiltration bis 10.000 D durchgefuhrt Sodann wird das Filtrat ™ d 
mitiAlkoholversetzl mindestens 24 Stunden gekuhlt stehengelassen und klarfiltnen. Die erhaltenen Praparate haben er- 
bebiiehiverbesserte wundheilende und geriatrische Wirkungen. 
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1 Verfahren zur Herstellung eines therapeutisch akuiven, 

insbesondere zur Wundheilung oder zur Behandlung in der 
Geriatrie verwendbaren Wirkstoffes und ein einen solchen 
Wirkstoff enthaltendes therapeutisches Praparat 

5 Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung 

eines therapeutisch aktiven, insbesondere zur Wundheilung oder zur Be- 
handlung in der Geriatrie verwendbaren, Wirksuof f es , bei welchem defi- 
briniertes Blut von warmblutigen Saugetieren, insbesondere von jungen 
Rindern oder Kalbern, einer enzymatischen Hydrolyse mit Papain 

10 unterworfen, filtriert, das Permeat eingeengt und mit Alkohol, vorzugs- 
weise Athanol, behandelt wird. 

Seit vielen Jahren sind zahlreiche Verfahren bekannt, um aus 
Blut bzw. Blutfraktionen oder aus Organhomogenisaten von Saugetieren 
oder Menschen Praparate mit wundheilenden , zellatmungsaktiven bzw. 

XS stoffwechsel- und wachsTiumf ordernden Eigenschaften zu extrahieren. Viel- 
fach war die genaue Zusammensetzung dieser Praparate weitgehend 
ungeklart, doch hatte sich die Wirkund derselben zur Behandlung schlecht 
heilender Wunden, wie von Verbrennungen , Ulcus cruris u.dgl., oder zur 
Verbesserung der Cerebraldurchblutung als gunstig erwiesen. 

ZQ Ein gemeinsames Merkmal der Herstellungsverf ahren dieser 

Praparate besteht meist darin, defibriniertes , haufig auch hamolysiertes 
Blut von in der Regel jungen Schlachttieren , vor allem Kalbern, jungen 
Rindern oder Pferden, auf ubliche Weise von Zellsubstanzen , 
Mineralstoffen und/oder EiweiB zu befreien und die Extrakte als ganzes 

25 ader Fraktionen derselben einzuengen und. als Wirkstof fpraparate zu for- 
mulieren. Die EnteiweiBung oder Deproteinisierung erfolgt bei den be- 
kannten Verfahren durch Erhitzen oder Zentrifugieren oder Filtrieren 
Oder aber durch Einwirkung von Sauren oder Alkoholen und anschlieBende 
Zentrifugation und/oder Filtration der ausgefallten Proteine. 

SO Eine Deproteinisierung durch Erhitzen und anschlieBende Fil- 

tration mit Hilfe eines Membrantrennverf ahrens wird in der EP-A 95 170 
beschrieben, wobei als Membrantrennverf ahren eine kontinuierliche mehr- 
stufige Ultrafiltration unter Verwendung von Membranen mit einer Moleku- 
larausschluBgrenze von uber etwa 8000 Dalton angewendet und die teil- 

35 weise Abtrennung der anorganischen Salze durch Elektrodialyse mit Mem- 
branen einer Durchlassigkeit bis zu etwa 300 D'alton durchgefuhrt wird. 
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Die EP-A 140 134 beschreibt ein ahnliches Vsrfahren zur Herstellung 
eines biologisch aktiven Extraktes aus Organen von Saugetieren und aus 
Zellkulturen, bei welchem das Ausgangsmaterial unter AufschluB der 
Zellen zerkleinert, rasch auf eine Temperatur von 70 bis 90° erhitzt, 
abgekuhlt, zentrifugiert , aus der erhaltenen Losung durch 
Ultrafiltration die Substanzen mit einem Molekulargewicht von uber 
10.000 D entfernt und der verbleibenden Losung durch Elektrodialyse die 
Salzionen entzogen werden. Als Beispiele fur das Ausgangsmaterial fur 
dieses • Verfahren werden Thymus, Milz , Leber und andere Qrgane, aber auch 
das -Blut von Saugetieren, erwahnt. 

Aus der AT-PS 274 240 ist es bekannt, namely sierte Blutkorperchen 

vorn Blut junger Saugetiere, gegebenenf alls- nach vollstandiger Trocknung 
Oder teilweiser Einengung auf hoheren Trockenmassegehalt , mixtels 
Idnenaustauscherverf ahren f Absorptionschromatographie , 

Hochspannungselektrophorese , Hochspannungsdialyse , Gelf iltration , 

Dunnschichtchromatographie oder Gegenstromverteilung in Fraktionen 
aufzutrennen, von denen diejenige mit einem UV-Maximum bei 245 bis 246 
mp zur Isolierung des Wirkstoffs herangezogen wird. Die wahlweise vor 
der Fraktionstrennung vorgenommene Einengung oder Trocknung kann 
beispielsweise durch Ultrafiltration oder durch Spruhtrocknung erfolgen. 

SchlieBlich ist es noch aus der EP-A 38 511 bekannt, daB es sich 
bei biologisch aktiven, zur Wundheilung verwendbaren Substanzen, die aus 
Organen oder Korperflussigkeiten von Saugetieren gewonnen werden, urn 
25; Glykosphingolipide folgender Formel handelt: 

OH 

CH 2 -0-R 

CB 3 -CCH 2 ) 13 CH 2 " j 

so: nh 

CH 3 - CCH 2 ) g -CH=CH-CH 2 -C=0 
worin R ein Oligosaccharid ist, welches 5 Zuckergruppen hat. Hiebei wird 
diese aktive Komponente durch Homogenisieren des Gewebes oder der Kor- 
perflussigkeit des Saugers mit einer wasserigen o,2 %-igen NaCl- Losung, 
35 Zeatxifugieren oder Filtrieren dieses Homogenisats , Ultrafiltration des 
erhaltenen Filtrats, Einengen des Permeats, Binden des organischen Ma- 
terials aus dem konzentrierten Permeat an Aktivkohle, Desorption, 



20 



BNSDOCJD <WO 



8906S38A1 I > 



WO 89/06538 PCT/AT89/00003 



Reinigung desselben durch mehrfaches Chromatcgraphieren und Elution 
dieser organischen Stoffe gewonnen. 

Parallel zu dieser Entwicklung gibt es eine Reihe von Verfahren, 
bei denen zur Herstellung des biologisch aktiven Wirkstoffs das defibri- 
nierte und gegebenenf alls hamolysierte Blut vor jeder weiteren Behand- 
lung enzymatisch hydrolysiert , d.h. einer Verdauung mit einem proteoly- 
tischen Enzym unterworfen wird. Proteinabbau-Produkte , die dann in die 
endgultigen Praparate eingehen, scheinen die Wirksamkeit der erhaltenen 
Produkte zu fdrdern und zu verbessern. 

Nach der US-PS 2 912 359 wird defibriniertes und hamolysiertes Blut 
mit proteolytischen Enzymen unter. Erwarmen vorverdaut, nach dem Abkuhlen 
zur Entsalzung dialysiert, angesauert und der dabei erhaltene Nieder- 
schlag, der mit Lauge neutral gestellt wird, als Wirkstoff gewonnen. 

Nach der DE-PS 1 076 888 wird defibriniertes Blut junger Schlacht- 
£5 tiere fermentativ abgebaut und/oder nach einer fraktionierten Deprote- 
inisierung mit aliphatischen Alkoholen oder Sauren zur Abtrennung der 
hohermolekularen Bestandteile einer Dialyse mit Wasser bzw. Alkoholen 
unterworfen. Das Dialysat wird, wenn notig, von den organischen Losungs- 
mitteln befreit und schonend eingeengt. 
20) In der DE-OS 2 349 186 wird vorgeschlagen , das nach der obigen DE-PS 

1 076 888 erhaltene Praparat mit einem physiologisch verwendbaren Saure- 
additionssalz von Heptaminol- (6-Amino-2-methylheptan-2-ol) zu versetzen, 
urn die Wirkung des Praparates zu potenzieren. 

Es ist auch ein Verfahren der eingangs geschilderten Art bekannt 
25 CDE-OS 1 949 195) , bei welchem die enzymatische Verdauung bei einem 
pW-Wert von 5 bis 5,5 vorgenommen wird, worauf durch Erwarmung auf etwa 
80°C und anschlieBende Filtration eine teilweise Deproteinisierung er- 
fblgt. Da hiebei keine vollige EnteiweiSung zu erreichen ist, wird noch 
eine zweite EnteiweiBungsstufe verwendet, welche thermisch in 
SO) Anwesenheit von Papain gefuhrt wird. Dieses Verfahren ist kompliziert 
und langwierig und schwierig durchzuf uhren . Im Endprodukt besteht eine 
relativ hohe Trubungsneigung , wenn die Praparate. in flussiger Form auf- 
bewahrc werden, die Ausbeuten sind in Bezug auf das eingesetzte Blut 
nicht allzu gunstig und die Wirksamkeit des Wirkstoffes selbst scheint 
35- nicht Oberali in der gewunschten Weise gegeben. 

Die Erfindung hat sich zur Aufgabe gestellt, diese Nachteile der 
bekannten Verfahren zu vermeiden, die Trubungsneigung zu beseitigen und 
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1 die • Ausbeute und die Wirksamkext des Wirkstof f es bei verbesserter 
Verfahrensokonomie zu steigern. Erf indungsgemaB wird hiezu 
vorgeschlagen, daB die Papainhydrolyse an unhamolysiertem Blut mit 
aktiviertem Papain bei einem pH-Wert von 6,5 bis 7,4 vorgenommen wird, 
5 daB anschlxeBend die Reaktion durch Abkuhlung gestoppt wird, daB zur 
Entproteinisierung und zur Entfernung des Papains bis 10.000 D 
ultrafiltriert wird und daB sodann das im Wesentlichen proteinfreie 
Permeat auf 1/25 bis 1/35, bezogen auf das eingesetzte Blut, eingeengt 
und mit Alkohol versetzt mindestens 24 Stunden gekuhlt stehengelassen 

10 und* schlieBiich klarf iltriert wird. 

Im Gegensatz zum zuletzt beschriebenen bekannten Verfahren wird 
eine enzymatische Hydrolyse an nicht hamolysiertem Blut durchgef uhrt und 
keine Warmebehandlung angewendet, solange noch EiweiB in der Losung ist. 
Vielmehr kommt es beim erf indungsgemaBen Verfahren zu einer Erwarmung 

15 lediglich bei der Einengung und gegebenenf alls noch bei einer 
Sterilisation des Endproduktes , wobei es jedoch in beiden Fallen zu 
keiner Veranderung des Produktes kommt. Wahrend beim bekannten Verfahren 
durch nachgeschaltete Saulentrennung auf aufwendige Weise eine weitere 
Befreiung von unerwunschten Substanzen durchgef uhrt wird, ist dies beim 

20 erf indungsgemaBen Verfahren nicht notwendig, was ein Grund fur die 
unterschiedliche Wirksamkeit sein mag. Wahrend beim bekannten Verfahren 
das Endprodukt ein Maximum der Molekulargewichtsverteilung im Bereich 
von etwa 350 bis 400 hat, liegt beim erf indungsgemaBen Verfahren das 
Molekulargewichtsmaximum wesentlich niedriger als 300 . 

25* j Die Molekulargewichtsverteilung des Endproduktes des erf indungsge- 

maBerr Verfahrens weicht daher von jener bekannter Produkte wesentlich 
ab..Auch dies mag ein Grund fur die unterschiedliche Wirksamkeit sein. 
Ein- weiterer Grund hiefur durfte aber auch darin liegen, daB beim er- 
findungsgemaBen Verfahren als Ausgangspunkt im wesentlichen 

30 unhamol'ysiertes Blut verwendet wird, welches also die roten Blutkar- 
perchen noch unzerstart enthalt. Eine geringfugige Hamolyse, welche etwa 
beim- Tief frier en des Blutes eintritt, ist auf das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren ohne Belang und hat keinen EinfluB auf das Endprodukt, wie Un- 
tersuchungen bewiesen haben. Die beim erf indungsgemaBen Verfahren 

35 ;-, mittels der Ultrafiltration durchgef uhrte EnteiweiBung , bei welcher auch 
das Papain entfernt wird, da dessen Molekulargewicht groBer ist als 
20.000,entfernt auch das Hamoglobin (Molekulargewicht groBer als 50000), 
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1 so daf3 zum Zeitpunkt des Alkoholzusatzes kein EiweiB (Protein) mehr in 
der Losung enthalten ist, da EiweiBmolekule in der Regel ein Molekular- 
gewicht von uber 12.000 haben. Es liegt daher die Vermutung nahe, daB 
beim erf indungsgemaBen Verfahren die Alkoholfallung zur Entfernung ho- 
° herer Peptide dient, die beim bekannten Verfahren eine Trubung verur- 
sachen. Im Gegensatz hiezu bleibt beim erf indungsgemaBen Verfahren das 
erhaitene Produkt voilig trubungsfrei . Vorteilhaft ist auch die verein- 
fachte Verf ahrensfuhrung , da ein Hamolyseschritt eingespart wird. Dies 
ist so zu verstehen, daB im Zuge der enzymatischen Hydrolyse mit Papain 
eine Hamolyse erfolgt, so daB also die beiden Schritte der Hydrolyse und 
der Hamolyse in einem erfolcen. Ein spaterer Wasserzusatz zur Erleich- 
terung der Ultrafiltration bzw. zur thermischen Abstoppung der Reaktion 
bewirkt keine wesentliche Hamolyse mehr. 

Zudem wird ein Endprodukt erreicht, welches im Vergleich mit 
bekannten Praparaten eine gesteigerte Wundheilungswirkung aufweist. 
AuBerdem wird eine vergleichsweise verbesserte Sauerstoff utilisation er- 
reicht. Insbesondere werden die cerebrale Durchblutung und die periphere 
arterielle Durchblutung im Vergleich zu bekannten Praparaten gesteigert. 
Ferner liefert das erfindungsgemaBe Verfahren uberraschend hohe Aus- 
ZH beuten bezogen auf die eingesetzte Blutmenge und ist verfahrenstechnisch 
auBerst wirtschaftlich. 

Ein weiterer wesentlicher Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens 
besteht darin, daB die Mdglichkeit besteht, die klarfiltrierte Mischung 
auf die gewunschte Konzentration zu standardisieren , vorzugsweise durch 
Z55 Verdunnung . 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren wird vorzugsweise def ibriniertes 
Biut von Schlachttieren , insbesondere von Kalbern oder jungen Rindern 
Cbis maximal 3 Jahre) als Ausgangsmaterial verwendet. Dieses Blut wird 
mit einer aktivierten Papainlosung vorverdaut. Hiebei wird zur Vorbe- 
handlung handelsubliches Papain in destilliertem Wasser suspendiert und 
durch Zentrifugieren von etwaigen Feststoffen befreit. Handelsubliches 
Papain hat ein ungefahres Molekulargewicht von 25.0G0, es enthalt aber 
auch niedermolekulare Substanzen mit einem Molekulargewicht bis unter 
1IL000. Urn zu vermeiden, daB diese niedermolekularen Stoffe aus dem 
Papain in das endultige Wirkstoff konzentrat gelangen, wird die wasserige 
Suspension ultraf iltriert . Das Konzentrat wird dann mit Cysteinlosung 
versetzt, wodurch das Papain aktiviert und als Inkubatiansldsung ver- 
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1 wendet wird. 

Das Blut, das gegebenenf alls in gefrorener Form aufbewahrt war und 
in diesem Fall vorher aufgetaut wird, wird im Inkubationskessel auf 35 - 
42°C erwarmt, der pHWert mit 1 N HQ auf 6,5 - 7,4 eingestellt und mit 
5 der Inkubationslosung vorzugsweise etwa 14 bis 18 h. inkubiert. Das 
fertig inkubierte Blut wird mit frischem aqua dest.ad inject mit einer 
Temperatur von 0 - 10°C kalt versetzt, wodurch die enzy- 
matische Hydrolyse bzw. Vorverdauung unterbrochen und die Masse fur die 
Ultrafiltration verdunnt wird. Vor der Ultrafiltration wird zum Schutz 
10 des. Ultrafilters meist vorf iltriert , um Teilchen mit einer GroBe von 2 
50 abzutrennen. 

AnschlieBend erfolgt die Ultrafiltration, wahrend welcher in 
regelmaBigen Abstanden Proben zur Uberprufung der Filterdichtheit 
mittels Trichloressigsaurefallung gezogen werden. Die Ergebnisse mussen 
15 negativ sein. Durch die Ultrafiltration wird praktisch das gesarnte 
EiweiB aus der Losung entfernt. Dies konnte durch eine Mole- 
kulargewichtsbestimmung mittels einer SDS-Gelelektrophorese bestatigt 
werden. ZweckmaBig wird ab der Ultrafiltration unter aseptischen 
Bedingungen weitergearbeitet . 
2 *° Das erhaltene Permeat wird so rasch wie moglich im 

Vakuumverdampfer bei BO - 80°C auf 1/25 - 1/33 des ursprunglichen 
Blutvolumens eingeengt. Dabei kommt es wieder zu Ausf allungen, die uber 
ein Filter abf iltriert werden. Doch wird durch" diese starke Einengung 
die Wahrscheinlichkeit von Nachf allungen weitgehend herabgesetzt . Das 
25r filrrierte Konzentrat wird nun mit einer etwa 2 1/2-fachen Volumsmenge 

vorgekuhlten 96%-igen Athanols versetzt und in der Kalte, vorzugsweise 
bei Kuhlraumtemperatur (4 - 6°C) , stehen gelassen. Anstelle von Athanol 
kann auch Methanol, Propanol oder Butanol verwendet werden. Nach einer 
Stehzeit von mindestens 24 h, vorzugsweise etwa 48 h, wird 
3D- klarf iltriert, was mit Hilfe eines Schwarzbandf liters erfolgen kann. Der 
zur Fallung zugesetzte Alkohol wird dann im Rotavapor abdestilliert . 
Dabei kommt es meist nochmals zu einer Ausfallung, die uber Schwarzband- 
und Glasfaservorfilter klarf iltriert wird. 

Durch die starke Einenging vor der Alkoholf allung wird es moglich, 
nur mehr eine Trockengewichtseinstellung auf etwa 200 mg/ml durch Ver- 
dunnung mit der entsprechenden Menge frischen Wassers fur 
Injektionszwecke durchzuf uhren . 
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1* Das fertige Wirkstoff konzentrat wird uber ein Sterilfilter und 

nochmals durch ein Ultrafilter filtriert und anschlieBend in sterile 
Flaschen abgefullt. Im Allgemeinen ist die Sterilfiltration im Hinblick 
auf eine Keimentf ernung stets erforderlich , wenn der Alkohol abgezogen 
5 . wird. Die Klarf iltration erfolgt zur Entf ernung der Ausfallungen. 

Durch die Ultrafiltration vor der Alkoholf allung wird vermieden , da.6 
unwirtschaftlich gro6e Alkoholmengen eingesetzt werden. Die Manipulation 
kleinerer Mengen ist stets einfacher und daher billiger. 

Durch die Alkoholf allung werden aus der Lbsung hohere Peptide 
abgetrennt, welche im Endprodukt durch Agglomeratbildung Ausfallungen 
bzw. Trubungen verursachen konnten. Es wird dabei ein Produkt erhalten, 
das im flussigen Zustand auBerst stabil ist und keinerlei Nachf allungen 
im pharmazeutischen Endprodukt zeigt, auch wenn dieses bei hoheren 
Temperaturen , z.B. etwa 120°C, autoklavisiert wird. 
TS Die Einengung auf mindestens 1/25 - 1/33 des ursprunglichen 

Blutvolumens erfolgt, urn das Produkt nach der Alkoholf allung nicht mehr 
weiter einengen zu mussen. Es wird daher nach der Alkoholf allung nur 
mehr der Alkohol abgedampft und die Masse auf das entsprechende 
Trockengewicht verdunnt. 
ZQ> Obwohl eine Molekulargewichtsbestimmung . mittels 

SDS-Gelelektrophorese fur Molekule mit einem Molekulargewicht von mehr 
als 10.000 negativ ausfallt, ist es vorteilhaft, zum AbschluB noch eine 
zweite Ultrafiltration durchzufuhren, urn ein verlaBlich sauberes, 
steriles und pyrogenfreies Endprodukt zu erhalten. Verluste hinsichtlich 
25 der Ausbeute treten hiebei nicht auf. 

Es hat sich herausgestellt , daB es ohne Zwischenschaltung einer 
ftlkoholfallung bei langerer Lagerung des Wirkstoffes oder der verdunnten 
Ampullenlosung zu Trubungen und Ausfallungen durch 

Peptid-Agglomerationen kommt, deren Bildung durch Schutteln der Lbsung 
3° bei 50°C oder durch Lagerung der Lbsung im Kuhlschrank bei 5°C auf weni- 
g e Xage verkurzt werden kann. Wird die Ultrafiltration erst nach der 
Alkoholf allung vorgenommen, so kann trotz der oben erwahnten 
Aufkonzentrierung der positive Effekt auf die Haltbarkeit ohne Trubung 
des Wirkstoffes nicht mehr festgestellt werden. Eine weitere Moglichkeit 
25 zur Feststellung der Ausf allungstendenz besteht in der Autoklavierung 
des Fertigproduktes bei 121°C. Hier kommt es ohne Durchfuhrung der Al- 
koholf allung zur Trubung nach einigen Tagen bis Wochen. 
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1 Ein weiterer Vorteil des Verfahrens liegt darin, daB durch die 

entsprechende Vorbehandlung mit Papain und die V(±BnteiweiBung nittels Ul- 
trafiltration uberraschenderweise ein Produkt erhalten wird, das im 
Vergleich zu den im Handel befindlichen Praparaten wesentlich hohere 
5 Ausbeuten an aktiver Substanz bei gleichen Blutmengen ergibt. 

Wie bereits erwahnt, weicht die Molekulargewichtsverteilung 
beim in erfindungsgemaBer Weise hergestellten Produkt wesentlich von je- 
ner in bekannter Weise hergestellter Produkte ab. Dies wurde durch Ver- 
gleichsversuche f estgestellt , wobei als Vergleichsprodukte folgende Pro- 
10- dukte verwendet wurden: 

Vergleichsprodukt I: Ein im Handel erhaltliches f eiweiB- und pyro- 

genfreies Produkt, das aus dem Blut schlacht- 
reifer Kalber gewonnen wird. 
Vergleichsprodukt II: Ein anderes, im Handel befindliches Produkt, 
^ hergestellt im wesentlichen nach dem Verfahren 

gemaB der DE-PS 1 076 888. 
Vergleichsprodukt III: Ein Produkt hergestellt nach dem Verfahren 

nach der DE-OS 1 949 195. 

Methode: 

2X1 Saule: TSK 2000 SW, 0,75 x 60 cm. 

Vorsaule: Merck Hiber 100 Diol, 0,4 x 25 cm 
Probenvolumen : 20 ul 

Pumpe: LKB 2150 HPLC-Pumpe mit Rheodyne Injektor 
FluB: 0,5ml/min 
2S Ptotometer: LKB 2138 Uvicord S, 280 nm 
Schreiber: Servogor S, 30 cm/h 
Mblekulargewichtsstandard : 

Substanz Molekulargewicht Retentionszeit (min) 

Tyrosin 181,19 49,6 

33X Insulin Chain a 2,660 41,8 

Ovalbumin 45.000 33,5 

Die Ergebnisse sind in Fig.l im Vergleich zu den MeBergebnis- 
sen des erfindungsgemaBen Produktss (IV) dargestellt. Die Diagramme 
zeigen hiebei die voile Absorption AFS (absorption full scale) in Abhan- 

3S gxgkeit von der Retentionszeit RT. 

Die Vergleichsprodukte I und II zeigen jeweils nur ein einzi- 
ges Hauptmaximum bei einer Retentionszeit von 47,8 bzw. 48,2 min. Dies 
entspricht einem ungefahren Molekulargewicht von 350 - 400. Das Ver- 
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L' gleichsprodukt I weist je eine Schulter bei einer Retentionszeit von 

49,3 min und 56,1 min (entspricht MG 200 bzw. MG <100) auf, das Ver- 
gleichsprodukt II hingegen nur eine Schulter bei RT 56,2 (~MG<100) . Die 
gesamten beim Versuch detektierbaren Substanzen zeigen sich in einem Be- 

5 reich von MG<100 bis MG-v 2.500. Das Vergleichsprodukt III zeigt hingegen 
zwei Hauptmaxima , eines bei RT = 48,4 min (MG~300), das zweite bei 
RT = 52,4 min (MG<150) , und weiters im niederen MG-Bereich (<100) drei 
Schultern. 

Das erfindungsgemaSe Praparat (IV) unterscheidet sich 
HI wesentlich von den bisher genannten Substanzen. Es weist drei deutliche 
Maxima auf, wobei das erste Maximum in einem niedrigeren 
Molekulargewichtsbereich als bei den vorher genannten Praparaten liegt, 
namlich ungefahr bei MG 200. Dies wird wahrscheinlich durch die zusatz- 
liche Athanolfallung erreicht. Die beiden anderen Maxima befinden sich 
125 bei MG <150 bzw. MG<100. Auflerdem zeigt das erfindungsgemaBe Praparat im 
niedermolekularen Bereich keine Schultern, hingegen zwei im hohermoleku- 
laren Bereich bei MG 500 bzw. MG 300. 

Die in den Kurven fur die Vergleichspraparate I und II links 
der Maxima aufscheinenden Mebenmaxima sind durch die Konservierungsmit- 
ZCD tel bedingt und gehoren somit nicht zum jeweiligen Praparat. 

Die genauen MeBergebnisse sind in der folgenden Tabelle 1 
zuammengefaBt : 

Tabelle 1: 

1.. Maxima 

255 Retentionszeit ungefahres Molekularge*dcht 

(min) 



333) 



Vfergleichspacaparat II 
IdergleidTspraparat III 
erfjjxlungsgemaBes Praparat IV 
2. Schulter 



47,8 
48,2 

48,4 52,4 

49,6 52,0 56,2 

Retentionszeit 
(min) 



350-400 
350 
300 
200 



150 
150 



100 



ungefahres Molekular^ewicht 



9E5 



Vergleichsprsparat I 
Vgrgleichsp c apara t H 
Vergleichspraparat HE 
erfindungsgemsfles Praparat IV 



49,3 56,1 100 - 200 

56,2 100 

50,6 54,9 56,4 58,8 150 - <100 

46,9 48,1 300 - 500 
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3. Molekularge*acht der gesarnten beim Versuch detektiertargi Substanzen 

Ret^ntionszsit ungefahres Molekulargadcht 

(rrdn) 

Vergleichspraparat I 43,0 - 58,5 2500 - <100 



10 



15' 



20 



25v 



3©: 



355 



Vergleichspraparat n 40,4 - 59,2 2700 - <100 

Vergleichspraparat IH 39,8 - 67,2 30C0 - <100 

erfinclngsgamai3es Praparat IV 39,5 - 63,5 3000 - <100 

Das erfindungsgemaB hergestellte Produkt wurde ferner in 
verschiedenen Test- und Untersuchungsreihen auf seine Wirksamkeit in 
therapeutischer Hinsicht gepruft. Die genauen Versuchsbedingungen werden 
spater angegeben. 

Bei der Untersuchung der Wirkung des Praparats auf die 
Ihkorporation von ^H-Thymidin in DNA von menschlichen Fibroblasten und 
Leberzellen zeigte sich, daB das Praparat in, Verhaltnis zu bekannten 
Produkten eine wesentlich starkere (5 bis lOfache) Wirkung auf das 
Wachstum sowohl von Fibroblasten als auch von Leberzellen hat. Hiefur 
wurde die regenerierende Wirkung des erfindungsgemaB hergestellten 
Praparates auf menschliche Vorhaut-Fibroblasten untersucht, die durch 
Entzug von fotalem Kalberserum geschadigt waren. Als Ergebnis 

zeigte sich, da(3 das erfindungsgemaBe Praparat unter Steigerung der 
DNA-Synthese eindeutig regenerierend auf geschadigte menschliche 
Fibroblastenzellen wirkt und daB dabei die Konzentrationsbereiche ebenso 
wie der Hemmbereich ahnlich wie bei bekannten Produkten sind. Fur 
diese Untersuchungen wurden menschliche Vorhaut-Fibroblasten in der 8. 
bis 10. Passage mit variablen Mengen an dem erfindungsgemaBen Produkt 
bzw.. dem bekannten Vergleichspraparat I versetzt und der 
3 H-Thymidin-Einbau in DNA gemessen. Urn die Zellen zu stressen, wurden 
sie-nach Ausplotten zunachst auf 1/2 *bis 2/3 Konfluenz anwachsen 
gelassen und dann in kunstlichem Medium ohne Zusatz von fotalem Kalber- 
serum, einem essentiellen Mediumbestandteil, fur 6 bis 9 Stunden inku- 
biert. Dann wurde das Medium gewechselt gegen ein solches, welches nur 
geringe Mengen f Stales Kalberserum enthielt sowie steigende Mengen an 
erfindungsgemaflem Praparat sowie 3 H markiertes Thymidin bzw. an dem Ver- 
gleichspraparat I. 

Dieser Ansatz wurde 12 bis 24 Stunden inkubiert und die Radioakti- 
vitat in der DNA-Fraktion nach entsprechendem Aufarbeiten der Zellen 
bestimmt . 

Fig. 2 der beiliegenden Zeichnung zeigt die Ergebnisse in Diagramm- 
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1 form, wobei mit vollen Linien die MeBkurve fur ein erf indungsgemaBes 
Produkt dargestellt ist, mit strichlierten Linien jene fur das bekannte 
Vergleichspraparat I. Auf der Abszisse ist hiebei die Praparatzugabe in 
Mikroliter angegeben, auf der Ordinate die radioaktive Zahlungsmenge . 
5 Bei der Bestimmung der regenerierenden Wirkung auf menschliche 

Hepatoma-Zellen, die ebenfalls durch Entzug von fotalem Kalberserum 
geschadigt worden waren, zeigte sich ebenfalls eine ausgesprochen 
gunstige Wirkung unter Steigerung der DNA-Synthese . Die Untersuchungs- 
methodik entsprach jener bei der zuvor beschriebenen Fibroblastenun- 
12 tersuchung, jedoch wurde die Steigerung lediglich gegenuber 
unbehandelten Kontrollen gemessen. Fig. 3 zeigt die MeBergebnisse fur das 
erf indungsgernaBe Praparat. 

Die Untersuchung der Steigerung der Zellatmung von Leberzellen, 
welche nach der Homogenisation eine relativ geringe bzw. relativ hohe 
15 Eigenatmung aufweisen, zeigte, da6 das neue Praparat eine starkere 
Aktivierung hervorzuruf en vermag als das bekannte Vergleichspraparat. 
Im Bereich maximaler Atmungssteigerung wirken beide Praparate in 
vergleichbarem AusmaB. Die Messung erfolgte hiebei mittels der bekannten 
Warburgmethode (beschrieben in der G8-PS 824 375) . In der folgenden Ta- 
belle sind die MeBergebnisse fur drei Ansatze von verschiedenen Leber- 
homogenaten angegeben, wobei ein Vergleich sowohl mit dem bekannten Ver- 
gleichspraparat I durchgefuhrt wurde, als auch gegenuber Messungen ohne 
Praparatzugabe. 

Tabelle 2: 

25 |jl Q 2 -Verbrauch Steigerung des 0 2 -Verbrauches fur: 

des Leberhomogenates ohne erf indungsgemaBes bekanntes Praparat I: 
Praparatzugabe: Praparat 

14 410 230 

22 620 700 

3® S3 370 60 

Rinderblutextrakte enthalten Faktoren, die die Zellaktivitat er- 
hohen (z.B. Teilungsaktivitat geschadigter Fibrablasten Oder Zunahme des 
zellularen, mitochondrialen Sauerstof f sverbrauchs) . Diese zellaktivie- 
renden Effekte konnen z.B. im Rahmen der Wundheilung als erwunscht ange- 

35 sehen werden. Unerwunscht hingegen ware die Aktivierung von neoplasti- 
schen Zellen. Untersuchungen zeigten, daB im Gegensatz . zum bekannten 
Vergleichspraparat I das erf indungsgernaBe Praparat den Sauerstof fver- 



223 
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1 . brauch von Tumorzellen (Mause-Aszitestumorzellen) nicht aktiviert. Dies 
wurde im folgenden Experiment uberpruft, bei welchem die Sauerstoff akti- 
vitat von Mause-Aszitestumorzellen nach Zugabe des erf indungsgemaBen 
Praparates bzw. des Vergleichspraparates I untsrsucht wurde: 
5 Messung des Sauerstoff verbrauchs : mittels "Clark"-Elektrode Suspen- 

sionspuffer: Na 2 HP0 4 0.04 Mol/1, NaCl 0,08 Mol/1, MgCl 2 0,005 Mol/1, pH 
7,4 (3 ml pro Kammer) ; Aszitestumorzellen: nach HORNYKIEWICS und SATKE- 
EICHLER (Arzneimittelforschung 6, 1956) 0,1 bzw. 0,05 ml pro Kammer; 
erfindungsgemaBes Praparat: Injektionslosung , 

IQw 40 mg; Trockengewicht/ml (0,2 ml/Kammer) 

Vergleichspraparat I: Ampullen, Handelspraparat (0,2 ml/Kammer) 

In Fig. 4 sind die Ergebnisse fur das erf indungsgemaBe Praparat (IV) 
sowie fur das Vergleichspraparat (I) graphisch dargestellt. Fur das er- 
findungsgemaSe Praparat IV wurde hiebei ein Mittelwert aus sechs Be- 

15 5 stimmungen ermittelt, fur das Vergleichspraparat I ein Mittelwert aus 
vier Bestimmungen. Es zeigt sich, daB im Gegensatz zum Vergleichsprapa- 
rat I das erfindungsgemaBe Praparat (IV) die Sauerstoff aktivitat (zellu- 
lare Atmung)von Mause- .Aszitestumorzellen nicht nur nicht steigert, son- 
dern sogar eine Verringerung der Sauerstoff aktivitat bewirkt. 

20 Besonders uberraschend ist, daB sich beim Einsatz der erfindungs- 

gemaB hergestellten Praparate in der Geriatrie an Patienten mit 
cerebralvaskularer Insuffizienz bei einer Behandlung uber vier Wochen 
eine deutliche Besserung bei der Flimmerfrequenzanalyse zeigt, weiters 
bei eirrenr durch einen Bewertungsscore ermittelten psychischen 

2 S3 Gesanrteirrdruck und beim geriatrischen Bewertungsschema nach Gottfries 
und:G6trtfries. Es eignet sich das neue Praparat also auch ausgezeichnet 
zurr syuijjUjmatischen Behandlung von psychopathologischen Begleiterschei- 
nungerr der cerebralvaskularen Insuffizienz. 

Weiters wurden Untersuchungen nach der WARBURG-Methode vorgenommen, 

30 ; urn zu erfahren, inwieweit das erfindungsgemaB hergestellte Praparat tat- 
sachlich eine Steigerung des 02-Stoffwechsels hervorruft. Es wurde dabei 
das erfindungsgemaB hergestellte Praparat mit zwei handelsublichen Pro- 
dukten (Vergleichspraparat I und II) verglichen. Bei alien drei Prapa- 
raten trat eine ausgepragte Atmungssteigerung im Rattenleberhomogenisat 

35 auf;. wobei in Abhangigkeit von der Menge und/oder dem Zustand der akti- 
ven- Zellbestandteile die Ergebnisre beim einen bekannten Praparat und 
denr erfindungsgemaB hergestellten Praparat ahnlich bis fur das erfin- 
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1 dungsgemaG hergestellte Praparat deutlich besser, beim anderen bekannten 
Praparat jedoch urn bis zu 20 % herabgesetzt waren. 

Es zeigte sich, daG beim nach dem erf indungsgemaBen Verfahren 
hergestellten Praparat im Vergleich zum erstgenannten bekannten Praparat 
5 die 4-fache und im Verglaich zum zweitgenannten bekannten Praparat die 
1, 4-fache Ausbeute an Wirkstoff bei gleicher M.enge eingesetzten Blutes 
erhalten werden konnte. 

SchlieBlich wurde eine Messung des cerebralen Blutflusses bzw. der 
peripheren arteriellen Durchblutung (an der Oberschenkelarterie) bei 
HQ- Pavianen, die einem kunstlichen Sauerstoff mangel ausgesetzt wurden, 
durchgefuhrt . Eine solche Messung stellt ein anerkanntes Modell zur Eva- 
luierung von Medikamenten dar, welche die Gehirndurchblutung bzw. die 
arterielle Durchblutung (besonders in den Beinen) , beeinflussen (Meyer 
J.S., Ishikawa S. , Lee T.K. , J. Neurosurg. 21, 524 (1964)). 
ES Bei einer vergleichenden Untersuchung zeigt sich, daG das erfin- 

dungsgemaBe Praparat (IV) (4 ml/kg Korpergewicht intravends als Injek- 
tionslosung) gegenuber dem bekannten Vergleichspraparat I (4 ml/kg 
Korpergewicht intravenos als Injektionslosung) sowohl die cerebrale als 
auch die periphere Durchblutung beim Pavian deutlich starker fordert. 
ZQ Die MeGergebnisse sind fur die cerebrale Durchblutung in Fig. 5 
dargestellt, fur die periphere arterielle Durchblutung in Fig. 6. 

Andere Herz-Kreislauf -Parameter (Blutdruck, Herzfrequenz, GefaG- 
widerstand) anderten sich nicht oder nur geringfugig, sodaG das erf in- 
dungsgemaG hergestellte Praparat eine spezif ische pharmakologische Wir- 
25 kung auf die erwahnten Durchblutungsbereiche ausubt. 

Das erfindungsgemaG hergestellte Konzentrat kann zur Verwendung in 
der Therapie nach an sich bekannten Methoden zu Injektionslosungen , Tab- 
letten, Dragees, Wundsalben oder -gelen verarbeitet werden. Erfindungs- 
gemaGe therapeutische Praparate, die insbesondere Wundheilmittel oder 
3d) geriatrische Praparate sein konnen, enthalten ein Konzentrat, gegebenen- 
falls nach dessen Trocknung, das nach dem zuvor beschriebenen Verfahren 
hergestellt wurde. 

Im folgenden werden genauere Herstellungsangaben und die Beschrei- 
bung der Untersuchungsverf ahren und ihrer Ergebnisse fur das erfindungs- 
25 gemaG hergestellte Praparat angegeben. 

Papainvorbehandlung und -aktivierung: Eine Vorbehandlung des Pa- 
pains ist zweckmaGig, urn unlosliche Substanzen abzutrennen und urn 2-u- 
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1. zu vermeiden, daB niedermolekulare Substanzen (MG — 10.000) aus dem Pa- 
pain in das Wirkstoff konzentrat gelangen. 

200 g Papayotin (Fa. Extrakt-Chemie/Aktivitat : 80 E/mg) werden in 
1 1 a.d. suspendiert und anschlieBend zentrif ugiert (Zentrif uge: Sorvell 
5 RC-3, Rotor: HG-4L: 3.000 rpm. 20 min) . 

Vorfiltration fur Ultrafiltration (die Losung soil frei von Teil- 
chen > 10 pm sein) uber: Schwarzbandfilter oder Rundfilter 595, Glas- 
faservorfilter (Fa. Sartorius), 8 pm Membranfilter (Fa. Sartorius) 
Ultrafiltration: Gerat Pellicon Kassettensystem Fa. Millipare fWGG: 10.000 
10. Probevolumen nach Zentrif ugation und Vorfiltration 0,77 1 
Konzentratvolumen: 0,38 1 
Durchf luBrate : 60 ml/min 

Das- Konzentrat wird mit Cysteinlosung (3 g Cystein in o,62 1 a.d.) 
auf" 1 1 verdunnt = aktivierte Papainlosung (= Inkubationslosung) 
15' Zur erfindungsgemaBen Herstellung der neuen Wirkstoff e wird nun 

folgendermaBen vorgegangen: 
Rohstoffe. 

100 1 durch Ruhren defibriniertes Blut von Kalbern oder jungen Rin- 
dern (bis max. 3 Jahre alt) 
20 11 aktivierte Papainlosung 

HCL 1 N 
Athanol 96 % 

aqua dest. ad. injectionem 

Inkubation: Das aufgetaute Blut wird im Inkubationskessel auf 37°C 
25- erwarmt, der pH-Wert mit 1 N HC1 auf 7,0 eingestellt. AnschlieBend wird 

die: Inkubationslosung zugegeben und man laBt 14 bis 18 h inkubieren. Das 

fertig: inkubierte Blut wird mit frischem a.d. 1:1 verdunnt und fur die 

anschlieBende Ultrafiltration vorf iltriert . 

Vorfiltration: TeilchengroBe — 50 pm; Gerat: Seitz Plattenfilteran- 
30 : lage fur 7 Filterschichten Seitz Supra 300. 

Ultrafiltration: Gerat: Millipore Ultrafilter, Filterf lache : 4,6 m 2 , NMG 

10.000 

Ausgangsvolumen :~200 1; Durchf luBrat e : ~0,7 1/min . 

Das Konzentrat wird bei ~ 60 1 mit 30 1 a.d. verdunnt und man fil- 
35 . triert: nochmals bis auf ^ 20 - 25 1 Retentat. Gesamtfiltrationsvolumen: 
205: - 210 1. Nach 30, 100 und 200 1 Permeat werden jeweils Proben zur 
Uberprufung der Filterdichtheit mittels TCA-Fallung (muB negativ sein!) 
gezogen. 
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Einengung im Verdampf er : Das Ultrafiltrat wird so rasch als moglich 
im Verdampfer bei 60 - 80°C auf 3-41 Endvolumen unter Vakuum aufkon- 
zentriert (Auf konzentrierung auf ^ - ^ des ursprunglichen 
Blutvolumens) , Dabei kommt es zu starken Ausf allungen , die uber em 
Schwarzbandf ilter abfiltriert werden. Man konzentriert so hoch, urn die 
Wahrscheinlichkeit von Nachf allungen zu verringern. 

Athanolfallung: Das filtrierte Konzentrat wird nun in die 2, 5-f ache 
Menge (10 1) vorgekuhlten Athanol 96 Vol.-% eingeruhrt und in der Kalte 
(Kuhlraumtemperatur: 4 - 6°C) stehenlassen . Nach einer Stehzeit von 48 
Stunden wird klarf iltriert . 

Verwendete Filter: Schwarzbandf ilter , Glasf aservorf ilter (Fa. Sartorius) 
Der zur Fallung zugesetzte Athanol wird im Rotavapor abdestilliert . Da- 
bei kommt es meist nochmals zu einer Ausfallung. In diesem Falle wird 
die Klarf iltration uber Schwarzband- und Glasf aservorf ilter wiederholt. 
Durch die starke Einengung vor der Athanolfallung ist nun nur mehr eine 
Trockengewichtseinstellung auf 200 mg/ml durch Verdunnung mit der ent- 
sprechenden Menge frischen Wasser fur Injektionszwecke notwendig. 

Das fertige Wirkstoff konzentrat wird uber ein Sterilf ilter (0,2 {jm 
Hembranf ilter, Fa. Sartorius) und nochmals durch ein Ultraf ilter (NMGG: 
10.000) f iltriert und anschlieBend in sterile Flaschen abgefullt. Dieses 
Wirkstoff konzentrat ist Ausgangsbasis fur die Herstellung von Ampullen, 
Infusionslosungen, Tabletten, Dragees, Kapseln, Salben, Gels usw. Bevor- 
zugte galenische Formen sind Pulver oder Granulate, die in Hart- oder 
Weichgelatinekapseln abgefullt sind. 

Beispiel 1: 

10 1 Rinderblut werden am Schlachthof durch Ruhren defibriniert . Die 
Fibrinflocken werden durch ein Sieb abfiltriert. Das Blut wird in 
kleinen Portionen (4 - 5 1) eingefroren und erst kurz vor der 
\Zerarbeitung wieder aufgetaut. Zur Inkubstion wird der pH-Wert mit HC1 
auf 7,0 eingestellt, mit 20 g vorbehandeltem aktiviertem Papain versetzt 
und 15 Stunden bei 37°C unter RCihren stehengelassen . Die Vorbehandlung 
des Papains dient der Reinigung von handelsublichem Papain 
.C^r.B. Papayotin, Fa. Extrakt-Chemie , 80.000 E/g) . 20 g handelsubliches 
Papain werden in 200 ml a.d. suspendiert und anschlieBend wird zentrifu- 
giert. Der Uberstand wird fur die anschlieBende Ultrafiltration vorf il- 
triert. Die Ldsung soli frei von Teilchen > 10 sein. Bei der Ultra- 
filtration wird bis auf 50 ml Konzentrat filtriert und anschlieBend zur 
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1 Aktivierung des Papains mit Cysteinlosung (300 mg Cystein in 150 ml 
a.d.) verdunnt auf insgesamt 200 ml. Das Ultrafiltrat wird verworfen. 
Das inkubierte Blut wird in 10 1 vorgekuhltes destilliertes Wasser ge- 
ruhrt. Das verdunnte Blut wird fur die Ultratiltration uber eine Plat- 
5 tenfilteranlage fur 7 Filterschichten vorfiltriert und anschlieBend 
durch ein Ultrafilter mit einer Molekulargewichtsgrenze von 10.000 
Dalton filtriert und sofort auf 360 ml eingeengt. Die durch das 
Auf konzentrieren ausgef allenen Substanzen werden durch Filtration uber 
ein Schwarzbandfilter abgetrennt. Das eiweiBfreie Filtrat wird in 900 ml 
10- vorgekuhltem Athanol 96% eingeruhrt und im Kuhlschrank bei 7°C 
stehengelassen. Die Uberprufung auf Eiweiflfreiheit erfolgt im 
Schnelltest mit Trichloressigsaure. Nach mindestens 48 Stunden Stehzeit 
werden die Ausfallungen abfiltriert und der Alkohol im Rotavapor 
abgezogen. 

15 Das so erhaltene Produkt wird mit sterilem, pyrogenfreiem Wasser 

auf einen Trockensubstanzgehalt von 200 mg/ml verdunnt und aseptisch in 
sterile Flaschen abgefullt. 



Analysendaten: 

pH-Wert 6,1 
20 Dichte (g/ml.) 1,0760 

Chlorid* 2,56 
Natrium* 1,94 
Kalium* 0,16 
Ausbeute* 10,9 

25^ • Osmolalitat (mosm/kg) 3.110 

Aktivitat (Warburg)** + 32,1 % 



SDS -Elektrophorese: frei von Substanzen mit MG > 10.000 

* g aus 1 kg Blut 

** Differenz gegen Referenzstandard 

30: 

Beispiel 2 

50 1 Kalberblut werden am Schlachthof durch Ruhren def ibriniert . Die 
Fibrinflocken werden durch ein Sieb abfiltriert. Das Blut wird sofort 
wie in Beispiel 1 aufgearbeitet . 
32- Analysendaten : 

pH-Wert 6 , 0 

Dichte (g/ml) 1,0840 
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1 Chloric! * 2,28 

Natrium* 1,60 

Kalium* 0,14 

Ausbeute* 8,3 
5 Osmolalitat (racism/kg) 3.725 

Aktivitat (Warburg)** 35,8% 

SDS Elektrophorese: frei von Substanzen mit MG > 10.000 

* g aus 1 kg Blut 

**Differenz gegen Ref erenzstandard 

10-' Beispiel 3: 

1011 Rinderblut werden am Schlachthof durch Ruhren def ibriniert . 
Die Fibrinflocken werden durch ein Sieb abfiltriert. AnschlieBend wird 
mit HC1 der pH-Wert auf 7,1 eingestellt, mit 20 g gemaB Beispiel 1 vor- 
behandeltem aktivierten Papain 14 Stunden bei 37°C inkubiert und das in- 

15 kubierte Blut mit dest. Wasser 1:1 verdunnt. Zur Abtrennung aller 
Teilchen > 10 wird durch ein Plattenfilter vorfiltriert und 

anschlieSend erfolgt . eine Ultrafiltration bei einer Abscheidegrenze von 
10.000 Dalton. Das eiweiBfreie Ultrafiltrat (uberpruft mittels Fallung 
mit Trichloressigsaure) wird im Rotationsverdampf er auf ca . 350 ml 

2£C eingeengt, mit 900 ml Athanol versetzt und 48 Stunden im Kuhlschrank ge- 
lagert. Die ausgef allenen Substanzen werden durch Filtration abgetrennt 
und der Alkohol wird im Vakuumverdampf er abdestilliert . Dieses 
Konzentrat wird auf 400 ml verdunnt sterilf iltriert und aseptisch in 
Ampullen abgefullt. 

25? Analysendaten: 

pH-Wert 6,1 
Dichte (g/ml) 1,0912 
Ghrlorid* 1,68 
Natrium * 1,19 

3GD Kalium* 0,11 
Ausbeute 6,0 
Osmolalitat (mosm/kg) 3.635 
Aktivitat (Warburg)** 28,3 % 

SDS-Elektrophorese: frei von Substanzen mit MG > 10.000 

33 * g aus 1 kg Blut 

Differenz gegen Referenzstandard 
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L Beispiel 4: 

10-1. defibziniaztes fzisches Rindaxblut wixd it HC1 auf pH 6.5 einga- 
stellt, mlt 20 g ge m aG Beispiel 1 voxbehandslte* afctivxexten Papain bei 
Rau*e»per,*ux 18 Ssunden xnkubiext und anscnlieSand un„exdunnt ultra- 
fUtrxer,. Das exwaiBfxeie Ultxafxltxat „xxd „ v al cuu,nvex d a m pfsx auf 300 
^ auf k p„zentxxezx, rait 0 ,75 1 Athanpl verset2t und anscnlieBend ^ 

Stunden „ Kuhlschxan* galagext. Oez Niaderschlag „xx d durch 
Zan trlf ti oder FUtration abgetrennt un(j ^ 

,oo T t KCn28ntrat " ird ""Q-*— If 

lalsptn tan2/ml ei " 9estellt ^ i" "arila Flaschen ebgefullt. 

inLr^Vif" 1 1 b " 4 herSeStellte K °>™t ** A,ua ad 

inject, auf 40 mg/m l V ax d unn t , da, pH-Wazt nazals ubezpxuft bzw. auf 
6 ,5 exngestallt und nocbmals zur Entpyxogenxsiexung mit aines, Ultxa- 
filtaz „xt axnex Abschaidegranza bai MG 10.000 filtziazt. Diasa Iniak 
tzonsissung wird untax aseptischen Badingungan in 2 ml . , ml b2 „. „ ml 
Ampullen abgefullt. 
Beispiel 6: 

Das laut Beispiel 1 bis 4 hergestellte Konzentrat wird mit Aqua ad 
inject auf einen Trockenstoffgehalt von 50 - 70 mg/m i eingestellt und 
lyophxlxsxert. Tabletten werden- hergestellt, indem 
500.0 glyophilisiert. Konzentrat 
1.987,5 g Methylcellulose 
12,5 g Mg-Stearat 

Kcnzantxat extxe* hygxcskopisph 1st, „u 8 dia Tablettiazung untax txocke- 

t«0 » zelativa Feucnta, azfolgan. Die Ksxne wezdan 1 

3 Z r^! 118 ^ 6 "*-' «1- Obexxpgen, inde„ fuz 750 g Kazna 

JDQ 9 Spruhlosung bestehend aus: 

12,0 g Eudragit E 100 
1,5 g POlyathylenglykol 6.000 

91,8 g Opaspray white, K 1-7000 (50 % Fests^anteil.Fa.Cblonxr,) 
97,5 g Isopropanol 
97,5 g Methylenchlorid 
aufgespruht werden. 
Beispiel 7: 

1.25 1 des laut Beispiel 1 bis 4 hargestellte-, Kbnzentrats werden auf 1 kg 
Granulat bestehend aus 98 % Methylcellulose und 2 % Gelatine, sehr lang- 
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sam aufgespruht. Das so erhaltene Granulat wird bei 60°C in einem 
Trockenschrank mit Umluft fur mindestens 18 Stunden nachgetrocknet . Nach 
Erreichen einer Restfeuchte von max. 0,5 % wird das Granulat mit o,5 % 
Mg-Stearat vermischt und zu 250 mg Tabletten verpreGt. 
Die Tabletten werden analog Beispiel 6 uberzogen. 
Beispiel 8: 

Fur die Herstellung eines Wundgels mit einem Trockenstof f gehalt des nach 
Beispiel 1 bis 4 hergestellten Wirkstoff konzentrats von 8 mg/g Gel 
werden 

1. 75,0 g Methylcellulose 4.000 cps 

2. 210,o g Propylenglykol 

3. 90,0 g Polyathylenglykcl 

4. 120,0 ml Wirkstoff konzentrat 

5. 4,5 g p-OH Benzoesauremethylester 

6. 0,9 g p-OH Benzoesaurepropylester 

7. 2.496,6 g Aqua dest. 

tferart zu einem Gel verarbeitet, daS von 1. , 2. und 3. eine Dispersion 
ftergestellt wird und diese in 1.800 ml heiBe wasserige Phase (worin 5. 
und 6. gelost sind) eingearbeitet wird. Mit dem restlichen HgO wird das . 
Wirkstoff konzentrat verdunnt, sterilfiltriert und dem Gel bei 50°C Ab- 
fcuhltemperatur hinzugeruhrt . 
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1 Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Herstellung eines therapeutisch aktiven, insbeson- 
dere zur Wundheilung oder zur Behandlung in der Geriatrie verwendbaren 
Wirkstoffes, bei welchem def ibriniertes Blut von warmblutigen Sauge- 

5 tieren, insbesondere von jungen Rindern oder Kalbern, einer enzymati- 
schen Hydrolyse mit Papain unterworfen, filtriert, das Permeat eingeengt 
und mit Alkohol, vorzugsweise Athanol, behandelt wird, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Papainhydrolyse an unhamolysiertem Blut mit aktivier- 
tem Papain bei einem pH-Wert von 6,5 bis 7,4 vorgenommen wird, daB an- 
10 scfrlieBend die Reaktion durch Abkuhlung gestoppt wird, daB zur 
Entproteinisierung und zur Entfernung des Papains bis 10.000 D ultrafil- 
triert wird und daB sodanh das im Wesentlichen proteinfreie Permeat auf 
1/25- bis 1/35, bezogen auf das eingesetzte Blut, eingeengt, mit Alkohol 
versetzt mindestens 24 Stunden gekuhlt stehengelassen und schlieBlich 
15 klarfiltriert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB die klar- • 
filtrierte Mischung auf eine vorbestimmte Konzentration, z.B. 200 mg/ml, 
mit destilliertem Wasser verdunnt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
20 aus der klarfiltriert en Mischung der Alkohol entfernt wird, vorzugsweise 

durch Abdampfung. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net^ daB die Abstoppung der Reaktion durch Verdunnung mit kaltem 
destillierten Wasser vorgenommen wird, vorzugsweise mit einer Temperatur 

25 5 von 0 bis 5°C. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Ver- 
dannung im AusmaB von etwa 1:1 vorgenommen wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB vor der Ultrafiltration eine Vorfiltration zur Abscheidung von 

30 J Teilchen mit einer GroBe von rnehr als 50pm vorgenommen wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Einengung des Permeates in einem Vakuumverdampf er bei einer 
Temperatur von 60 bis 80°C durchgefuhrt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
351- net:, daB vor dem Alkoholzusatz nochmals eine Filtration erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Alkoholzusatz im AusmaB von etwa 65 bis 80 
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^ Vol.-%, vorzugsweise etwa 70 Vol.-% der entstehenden Mischung erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet , daft die Mischung bei einer Temperatur von 4 bis 6°C 

stehengelassen wird. 
5 11. Verfahren. nach einem der Anspruche .1 bis 10, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB fur die Papainhydrolyse das Papain durch Ultrafiltration 

von Substanzen mit einem Molekulargewicht von weniger als 10.000 befreit 

und mit Cystein aktiviert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
£0 zeichnet, daB die Papainhydrolyse bei einem pH-Wert von etwa 7 und einer 

Temperatur von etwa 37°C wahrend 14 bis 18 Stunden erfclgt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Stehzeit nach der Alkoholf allung 24 bis 55 Stunden, 
vorzugsweise etwa 48 Stunden betragt. 

£5 14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB die klarfiltrierte Mischung nach Verdunnung nochmals ste- 
rilfiltriert und bzw. oder ultraf iltriert wird. 

15. Wirkstoff, insbesondere fur die Wundheilung oder zur Behandlung 
der Geraatrie, hergestellt mit dem Verfahren nach einem der Anspruche 1 

20 bis 14. 

16. Verfahren zur Herstellung therapeutischer Praparate, insbeson- 
dere zur Wundheilung oder fur die Geriatrie, dadurch gekennzeichnet , daB 
man nach einem der Anspruche 1 bis 14 hergestellte Konzentrate zu Injek- 
tionslosungen, Tabletten, Dragees oder Wundsalben oder -gelen verar- 

25 beitet . 

17. Therapeutisches Praparat, insbesondere Wundheilmittel oder ge- 
riatrische Praparate, enthaltend ein nach einem der Anspruche 1 bis 14 
hergestelltes Konzentrat. 

SO 
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